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KEMUSKA AhIALIZA POLISAHARIDOV I..ESA Z IONSKO IZMENJALNO
KROI\,IATIOGRAI{IO
Vesna TISLER*
IzvleCek
V.prispevku je.oMelana F"-ijtnu analiza veCinoma standardiziranih doloCitev holoceluloze,
celuloze in hemiceluloz. Primerjalno je gqisano doloCw.anje goqosaharidov z ionsko izmenjahd
lromatogrufijo s principom delovanja IIPLC analizatorja sladkorjor.
Kj uCne besede : ptis aharidi, Iaomatografij a.
CEEIVIICAL ANALYSIS OF POLYSACCHARIDES OF WOOD BY
ION-EXCHANGE CHROIT{ATO GRAPHY
Vesna TISLER*
Abstract
The 
- 
paPer- congerns chemical analpi;s of holocellulose, celfulose and hemicellulose by
standardized methods. The analpis is compared with- the determination of monosaccharides bj,
ion-exchange chromatography using HPLC suga r analyznr.
Key words : potys accharides, chromatqjraphy.
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1 IJVOD
Irs ne predstavlja homogene snovi, temved ima celidno zgradbo, ki j" v rneh svojih
podrobnostih najtesneje povezana s kemidno sestavo in je v svojih lastnostih od nje v
veliki meri odvisna.
Irsovi anernega temperaturnega obmodja vsebujejo 97-99Vo polimerov z visoko
molekulsko maso. Preostalo so nizko molekulske substance, ki jih delimo na elstraktive
in anorganske snovi. Pri tropskih lesovih je ta nrednost ntZja in zna5a pnblihto X)%o
(FENGET, WEGENER 1989).
65'75Vo lesa predstavljajo polisaharidi, ki jih detimo na celulozo in lesne pohozn oz.
hemiceluloze. Glavna komponenta lesov iglavcev in listavcev je celuloza, saj predstavlja
gkoraj polovico lesne mase. Na splo5no je definirana kot linearni polimer, zgrajen
izkljudno u B-D-$ukoze in predstavlja osnovno strukturno komponento celidne stene.
Irsne polioze ali hemiceluloze, ki so tudi v celidni steni, vsebujejo predraem pet
nevtralnih monosaharidov. To so heksoze glukoza, manoza, galak:toza in pentozi ksiloza
in arabinoza. Nekatere polioze raebujejo tudi uronske kisline (HON, SHIROUISHI
reer).
2 KI-ASIEI.IEI-ABORATORIJSKEDOLOCITVE
Kadar v laboratoriju ugotavljamo deleZ ogljikovih hidratovv lesu, se ponavadi odlodimo
za dolodanje holoceluloze. Holocelulozo stay'n,leta 1933 definirala Ritter in Kurth kot
produkt dobljen iz lesa po odstraniM lignina. Pri tem nastopa teiava, saj idealne
delignifikactje tj. popolne odstranitve lignina iz lesa ne moremo dosedi, ne da bi pri tem
polkodovali polisaharide. Vzrok je v prepletenosti med posameznimi polimeri in
kemijskimi vezmi, ki jih povezujejo. Izguba polisaharidov mora biti minimalna,
olsidativna in hidrolitska raqgradnja celuloze dim niZja. Poznano je ved nadinov
delignifikacije, prevladujeta pa dva postopka Po prvem uporabljamo za, delignifikacijo
klor ali brom, demur sledi ekstrakcija preostanka z alkoholnimi raztopinami organskih
9g_Y:f_Uieujnej5i nadin je odstranjevanje lignina s kislo raztopino natrijevega tctorita(EBRINGELOV,\ HRON4ADKOVA 1986; SIEBER 1951t Postopek poteka pri
temperaturi 7C8OoC 3-5 ur, kar je odvisno od drevesne wste. tjefignifikacila iglavcevle
dolgotrajnej5a. Komponenta, ki pretvarja lignin v vodotopno obliko, je klorov dioksid.
Ir-ta se spro5da, ko raaopino natrijevega klorita nakisamo z ocetno kislino.
Holocelulozo kot oborino u zmesi odfiltriramo. Metoda je standardizirana in je
natandno opisana v standardu TAPPI 13 m - 54.
Pri ugotavljanju kolidine celuloze v lesu se v laboratoriju ponavadi odlodamo za enega od,
treh naCinov njenega izoliranja:
iz holoceluloze z odstraniMjo polioz in preostalega lignina
direktna iznlacijaceluloze iz lesa, ki vkljuduje postoplie disdenja
dolodanje celuloze s popolno hidrolizo lesa.
G se ukvarjamo s t.i. sumarno analizo, kjer posamezne komponente lesa izlodamo in
dolodamo njihov odstotni delef je najprimernej5a hidroliza polioz v holoceluloa z
razred(eno Zveplovo (VI) kislino. Pri tem se nam celuloza pojavi kot bela oborina, ki jo
lahko kvantitativno dolodimo.
Pggoslo pridobivamo celulozo tako, da holocelulozo v dulikovi atmosferi stopenjsko
elrstrahiramo s 5-!1.n!Vo ryztopino kalijevgga li natrijevega hidrolsida. Metodo i" L"le'a. 1946 optsal Wise. trhsneje so ugotovili, da je analizo celuloze v lesu mogode opiaviti
tudi z uporabo litijevega hidroksida.
Z analinrega stali5da se lesne polioze razlikujejo od celulo re powoji vedji topnosti v
{kalijah. Nekatere polioze, kot npr. arabinogalaktani riacesnov so topni Za kai v vodi.Kljub temu jih ne moremo pridobivati neposredno zdkalno elstrakcijo iz tes4 ker se pri
teT n9 idodijo,le lesne polioze, pad pa 5e Stevilne elstrakrivne snovi, kot so tanini,
monosaharidi in podobno.Tato pri analizi lesa najvedkrat polioze ekstrahiramo
iz holoceluloze in iz njih idodimo sledove lignina. Izjema so arabinogalaktani in ksilani
listavcev, tijinje mogode z zadovoljivimi izkoristki ekstrahirati z leJa brez predhodne
delignifikacije. Tako izlesatopola (Populus tremuloides) ekstrahiramo skorajvesksilan,
iz-lesa bukve (Fugot syh4ica) pa le polovico. Pri pridobivanju lesnih polioz iz lesa
iglavcev je predhodna delignifikacija nujna. VeCkrat'nas zanima le kolidina in wsta
polioz v \zorcu, ne da bi jih teleh izolirati. V tem primeru je najhitrej$a in najbolj
natandna popolna hidroliza polisaharidov in postopna doloditev monosaharidov. Fengei
y_ 
_Yt_g:ler _s!r y.@Ja postopek hidrolize s tetrafluoroocetno kislino (FENGdI"
lg_DVfg 79U); $tevilni drugiviri navajajotudi hidrolizo zLveplovo(VD kirii"o (pUIS191). Mogoda je tudi razgradnja ogljikohidratnega dela lesa z encimf do enoitavnih
sladkorjev (SARAI{P, HLL 1939).
Ne glede na wjto razlaoja ogljikovih hidratov lesa je treba pridobljeno zmes
monosaharidov in eventuelno disaharidov s primerno kemijsko metodo anatizirati.
Temu namenu najbolje sluiijo kromatografske metode, ki so seiako raadle, da so zaradi
woje udinkovitosti in univerzalnosti prerasle Stevilne znane klasidne analize-.
3 KROMATOGRAFIJA
Kromatografija predstavlja skupno ime za fizikalno-kemijske metode razdvajanja
komponent iz znesi oziroma radopin. Temelji na specifidnih sposobnostih aOsorUcge
pssa$e?ruh komponent" ki jih hodemo odstraniti zzmesi(TISLER I991.,PERKAVAC,
PERPAR 1%9).
J groUem jo delimo na tankoplastno, plinsko in tekodinsko kromatografijo. Princip vseh
tg pogtOelitev posameznih komponent zmesi med stacionu*d in mobiln o faro(Mtr-OVAI{OVIt 1985, GROB tgSs).
3.1 Tankoplastnakromatografija
Pri tankoplastni kromatografijije stacionarna faza kromatografska plo5da, po kateri s
p9-9-dj9lopl4 ki je mobilna faza, sestavine zrnesi radidno dolgo potujejoin se med
seboj lodijo. Tako je mogode analizirati znes razlidnih sladkorjev.
Prva tovrstna analitika se je rawila pred priblifuo 30leti, ko je iz5el standard TAppI T
150 pm-75, v katerem je opisana identifikacija in kvantifikacija sladkorjev po hidroliziIesa s papirno kromatografijo. Analize so bile dolgotrajne, saj so s phprivami wed
potrebovali kar nekaj dni. Uspe5ne analize so bile predrnem tiste, pri kateritr v rzorcih
niso bile ved kot Stiri wste monosaharidov; poleg tega je bilo loCiwe nekaterih sladkorjev
kot npr. manoze in fruktoze ter glukoze in galaktoze vdasih nemogode dosedi.
Kasneje so se ranrile druge metode, kot npr. tankoplastna doloditev sladkorjev po Klusu
in Ripphahnu, objavljena leta L982. Avtorja sta detekcijo monosaharidou na
kromatograftki ploldi ianedlatako, da sta posamezne monosaharide in situ derivatizirala
v fluorescendne spojine, ki sta jih nato fluorimetridno ali fotometridno analizirala
K[.AUS, RIPPFIAHN, L982).
Razvoj analitike dolodanja monosaharidov s tankoplastno kromatografijo 5e vedno
poteka v smeri iskanja novih mobilnih taz tj. melanic topil kot tudi stacionarnih faz tj.
plo5d, prekritih zrazli[nimi naravnimi in umetnimi materiali (KOIZUMI, UTAIvIUR{
OKADA 1985, DONER, BILIER Tq8/,,VEGA VALU.DERES, SAEIZER ).
3.2 Plinska kromatografija
Plinska kromatografija je analizna metoda, pri kateri znes hlapnih substanc vstopa v
lrromatografsko kolono, ki je napolnjena z adsorbentom ali nosilcem stacionarne fazn.
Skozi kolono vodimo nosilni plin, ki se ne veln,naadsorben! pad pa prenala posamezne
sestavine zmesi uzdolt kolone. Komponente zmesi se v koloni lodijo in lodeno tz nje
izstopajo,karzannmozustreznimdetektorjem(PERKAVAC,PERPAR7969).
Analizo ogljikovih hidratov lesa s plinsko kromatografijo doloda standard TAPPI T Z4g
pm-75 (DONALD, GARBY 1983). Nujna je predhodna hidroliza lesa do
monosaharidov in njihova pretvorba v obliko, primerno za plinsko kromatografsko
analizo. Vrsta derivatizacije monosaharidov je pomembna stopnja v analizi. Po
plepridanju nekaterih aworjev je najuspesnej5e siliranje monosaharidoq katerega
laboratorijska iaredba pa je zaradi uporabe strupenih kemikatij relativno zahtevna.
V najnovej5em dasu prihaja do veljave analitika GGMS tj. plinska kromatografija v
povezavi z masno spektroskoprjq ki je natandna in hitr4 vendar zelo draga.
3.3 Tekodinskakromatografija
V nasprotju s plinsko kromatografijo, kjer je mobilna faza plin, je pri tekodinski
kromatografiji mobilna faza tekodina. Njen zailetek sega v Stirideseta leta, a Sele v
zadnjih destletjih se je z razrojem ustreznih detektorjev, kolon, novih materialov
izpopolnila. Danes poznamo vedwst tekod,inskih kromatografij kot so tekodinsko- trdna
kromatografija, tekodinsko-tekodinska kromatografija, ionsko-izmenjalna kromato-
grafija, gelska kromatografija, afinitetna lromatografija in elstrakcijska lromatografija
(MII-OVAI.IOVIC 1985).
Iodljivost posameznih substanc v \zorcu je izredno rzpopolnjena, zatoZe v kontrolnih
laboratorijift v pzlidnih proiarodnjah kakor tudi v raziskovalnih organizacijah vedinoma
uporabljamo t.i. HPI-C aparate. Inaz tekodinska kromatografija obsega raditne
iaredbe tekoCinske kromatografije, pd demer je pomembna visoka loCljivost aparata.
HLPC - High Performance Liquid Chromatography namred pomeni tekodinsko
kromatografijo z visoko lodljivostjo. HLPC je ranrila najradidnejle stacionarne faze, ki
narekujejo ustrezne mobilne faze in radidne detektorje. Na razpolago imamo rne
gradacije adsorbcijske stacionarnefazs,kot je npr. silikagel s premerom delcev od 3pm
dalje, reverzene faze 'neh velikosti delcev z vezanimi razlidnimi skupinami, ionske
iznrenjevalce, posebne permeabilne stacionarne fazs in vedno bolj uporabljene kiralne
stacionarne fazn. Kljub izvedbam aparatov, ki zahtevajo whunsko tehniko, je princlp
delovanja tekodinskega kromatografa enostaven in ga shematsko prikazuje slika t.
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Slika 1 Shema najenostavnejlega HPI-C sistema (GORNIK 1991) Najpomembnej5i
del inStrumenta je separacijska kolona preko katere Crpalka enakomerno
potiska tekodo mobilno fazo. Detektor, ki je lahko UV-VIS, fluorescendni,
kulometridni, detelctor na lomni kolidnik, detektor na elektriCno prevodnost
itd. nnaposamezne komponente, ki jih rekorder zabeleil.
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4 IONSKAIZMENJALNAKROMATOGRAFIJA
Ionska izrnenjalna kromatografija je tekodinska kromatografija, ki temelji na lodevanju
substanc na ustrezno pripravljenem ionskem izmenjevalcu. Veliko se uporablja z-a
dolodanje kationov in anionov pa tudi organskih snovi kot so nukleinske kisline in amino
kisline. Ionska iznenjalna kromatografija velja za zelo uspe5no dolodevanje
kompleksnih znesi ogljikovih hidratov in poteka na modno bazidnih izmenjevalnih
smolah (HENSCHEN, HUPE, LOTTSPEICH, VOELTER 1985).
Mnogo ogljikovih hidratov se radikuje le po legi ene hidrolsilne skupine, kar oteZuje
njihovo analizo. Princip lodiwe posamemih monosaharidov z ionsko izmenjalno
kromatografijo temelji na dejstvu, da monosaharidi in polialkoholi worijo negativne
boratne komplelse. Stabilnost le-teh je odvisna od prostorske orientacije sosednjih
hidroksilnih skupin. Monosaharidi so Sibki elektrotti in ionski imrenjevalci na njih le
delno udinkujejo. Nasprotno velja za boratne komple}se, ki jih lahko ob prehodu skozi
kolono na osnovi radidne adsorbcije na nosilcu uspe5no lodimo (SINNER,
STMATUPAT{G, DIETRICFIS r97 5).
Prva porodila o dolodanju ogljikovih hidratov z avtomatsko tekodinsko laomatografijo
segajo v leto 7974.7* talcat so ugotovili, da z uporabo anionske izmenjalne smole lahko
lodimo posameme monosaharide v hidrolizatu lesa in jih na osnovi boratnih
komplelsov, ki jih tvorijo, Irvalitativno in kvantitativno dolodimo. Ta tehnika se je z leti
znlo izpopolnila, tako da obstajajo aparati, prirejeni za rutinske analizn, ogljikovih
hidratov. Poenostavljeno jih imenujemo kar analizatorje sladkorjev.
4.1, Analizatorsladkorjev
Delovanje qslizatorja sladkorjev lahko razdelimo na dva dela, kar je shematsko
prikazano na sliki2.
lM d€l-predstavlja nastanek in loditev borovih komplelsov sladkorjev na separacijskikoloni. Kot vidimo iz skice, je pred injektorjem \zorca predkolona,hzadrlieventuelne
nedistode. Puferske raztopine, katerih osnoula sestavina je H3BO3 pod ustremim
tlakom du5ika potujejo skozi sistem. Detekcija, ki predstarrfa drug del, poteka na osnovi
pokolonske derivatizacije. V ta namen najpogosteje uporabljamo derivatizacijo z
bakrovim bicinkoninatom. Monosaharidi reducirajo bakrove (II) ione v alkalnem
mediju do bakrovih (I) ionov, ki reagirajo zbakrovim bicinkoninatom, pri demer se tvori
intenzivno obarvan modro-vijoliden kompleks. Intenziteto obarvanja zana vgrajen
spektrofotometer pri valovni dolZini 570 ali 420 nm.
Slika 2. Shematski prikaz delovanja analizatorja sladkorjev
Slika 3. Analizator sladkorjev Biotronik HPIC 5fl)1 v I-aboratonju za kemijo lesa na
Biotehni5ki fakulteti, Oddelek za lesantvo v Ljubljani (foto GORNIK)
Kadar analiziramo ogljikove hidrate v \zorcu s HPLC analizatorjem sladkorjev moramo
predhodno izdelati program delovanja aparata. Ponavadi je sestavljen iz osmih korakov,
ki si smiselno sled$o in so prikazani v preglednici L.
Preglednica 1 Programpoteka analizesladkorjev
das (min.) 141473110150
Ochzem\zorca X
Reagent xxxx
PuferA X X X
Pufor B X
PuferC X
PuferD X
Regeneracih X
Temperaura kolong
T1 =6dG X X
T2 =7dC X
T3 = 8dC
Rezultate analae zapisuje na analizator sladkorjev prikljuden integrator, ki med analizo
izri5e kromatogram in po zakljudku le-te izraduna powsine odklonov in koncentracije
posameznih komponent po predhodno danih parametrih. Primer kromatografske
anahzn sladkorjevkale slika 4.
tr
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Slika 4 Kromatogram amesi monosaharidovin jihove koncentracije
Retenzijskidas Koncentracija Substanca
15,173
25,O12
fi,42
56,587
59,625
36396s0
5605981
3f}32475
5060696
26s2958
17,5053
26,9@5
18,4.39,7
24,3399
'12,7*7
maltoza
rannoza
galaktoza
ksiloza
glukoza
Skupai n79Vil
5 SKLEP
Pri kemijski analizi polisaharidov lesu se lahko posluZujemo klasidne laboratorijske
tehnike, ki nam omogoda predvsem ugotavljanje kolidin osnovnih sestavin celidne siene
kot so celuloza in hemiceluloze ali holoceluloza. Za podrobnejSo analizo so zelo
uporabne kromatografske metode. V tem primeru moramo ogljikohidratni del lesa
razkrojiti na njegove sestavne dele in jih postopom2 nnalizirati.
7-a ana\zo monosaharidov, disaharidov in nekaterih polialkoholov je primerna uporaba
ionske izmenjalne kromatografije, s katero lahko zelo natandno dolodimoLeminimalne
kolidine. Tako so v drevesnem soku, dobljenem na radidnih vi5inah zdravih in bolnih
smre\ borov in bukev odkrili spremenjeno sestavo gljikovih hidratov (FENGEL 1937).
Na splolno ima ionska imrenjalna kromatografija dolodene prednosti pred klasidnimi
analizami, ki jih uporabljamo v lesni kemiji. Vodne raztopine lahko analiziramo brez
predhodne obdelave. Kolidina nedistodv\zorcu lahko doseZe visoko stopnjo, a je analiza
5e vedno zadosti natandna. Za pnpravo vzotca,, ki ga injiciramo v kolono, se lahko
posluZujemo bidajnih kislinskih in encimskih hidroliz lesa brez dodatnih nadaljnjih
operacij. C-e uporabljamo za dolodanje sladkorjev plinsko kromatografijo, jih rnoriro
pretvoriti v njihove hlapne derivate. I€-ti pa pri anafizi dajejo ved odklonov, kar se pri
ionski izmenjalni kromatografiji ne dogaja (SINNER, SIIVIATUPANG, DIETRIdH
!915_): Za analao ne potrebujemo rnnogo dasa. Nujna pa je nabava relativno dragegaFIP_CL.analizatoqa sl dkorjev in posebnih kemikalij. Analize lahko uspe5no iarajajo le
visoko izobraieni in specializirani kadri.
6 SUMI\{ARY
CHEMICAL AI{ALYS6 OF POLYSACCHARIDES OF WOOD BY
ION-EXCHANGE CHROIVIATOGRAPI{Y
Chemical analpis of polpaccharides of wood may be performed with a classical
laboratory method, which enables us above all to determine the content of basic
components of the cell wall, such as cellulose and hemicellulose or holocellulose. A more
detailed analpis canbe achievedbya chromatographicmethod. Carbohydrates ofwood
have to be separated into their constituent parts, which are then anatyzedstep by step.
Ign-exchqnge chr-omatography is most suitable for an analpis of monosaccharides,disaccharides and some.polyalcohols, as it achieves a most accurate determination ofminimum amounts. This method was successfully used to determine the ;;-"-**composition of carbghy_drates in sap obtained frornhealthy as well as damag"d 6;Apine and beechwood of different aliitudes.
In general, ion-exchange chromatography has some advantages over classical methods
used for wood analysis- Aqueous solutions can be-gnalped-without prior pror"r-ri-njAlthough the sampl" ryuy contain a high amount otimpurities, results obtained are stillaccurate nough.Fol tle preo_aratior f a sample to be injected into columns, standard
acid-and enzyme hydrolyses of wood can be usid *ithoutin additional procedure. Th;
application of ga1 chromatography for the determination of ugu.r involves their
conversion into volatile derivatives, which makes determination inaLurate. This is notthe case if ion-exchange chromatographyis used. The method is not time consumingyetit requires the purchase of a relativbly expensive 
_tlPrc pgar analyzer uno rpEJiufchemicals as well as highly skilled and specialized staff.
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